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 A soja é uma das culturas economicamente mais importantes do mundo. Sua 
produção é afetada por diversas doenças fúngicas, como as causadas por Fusarium 
spp e Sclerotinia sclerotiorum, provocando perdas significativas no rendimento e na 
qualidade das sementes. As intervenções de manejo são limitadas, caras e 
associadas a problemas ambientais. A resistência do hospedeiro proporciona uma 
abordagem mais conveniente e econômica. O silenciamento gênico induzido pelo 
hospedeiro (HIGS) tem demonstrado ser uma estratégia alternativa à resistência de 
fungos nas plantas. Foram geradas linhagens transgênicas de soja com uma 
construção do tipo intron-hairpin para expressar siRNAs correspondentes ao gene 
CYP51B de Fusarium oxysporum. Os resultados mostraram a presença de siRNA 
(correspondente ao gene F. oxysporum CYP51B) tanto nas folhas quanto nas raízes 
das linhas transgênicas. As plantas (geração T3) foram desafiadas contra F. 
oxysporum, F. graminearum e S. sclerotiorum. Agressividade da doença foi avaliada 
e revelou resistência ao F. oxysporum em a linhagem, denominada 3.22, que não 
apresentava sintomas e esta mesma linhagem apresento a menor área de lesão na 
folha para o fungo de S. sclerotiorum 72 horas após inoculação. Além disso, as linhas 
transgênicas apresentaram melhor desenvolvimento da planta (altura e crescimento 
das raízes) quando comparadas com o controle (planta não transgênica). No entanto, 
as linhagens transgênicas revelaram um melhor desenvolvimento quando inoculadas 
com F. graminearum, F. oxysporum e tiveram a menor área de lesão nas folhas 
quando foram inoculadas com S. sclerotiorum. 
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Soybean is one of the most economically important crops in the world. Its production 
is affected by several fungal diseases, such as those caused by Fusarium spp., and 
Sclerotinia sclerotiorum, causing significant losses in yield and seed quality. 
Management interventions are limited, expensive and associated with environmental 
problems. Host resistance provides a more convenient and cost-effective approach. 
Host induced gene silencing (HIGS) has been demonstrated to be an alternative 
strategy to engineer fungus resistance in plants. Transgenic soybean lines were 
generated with an intron-hairpin construction in order to express the siRNA 
corresponding to the CYP51B gene of Fusarium oxysporum. Results showed the 
presence of siRNA (corresponding to the F. oxysporum CYP51B gene) in both the 
leaves and roots of the transgenic lines. Plants (T3 generation) were challenged 
against F. oxysporum, F. graminearum and S. sclerotiorum. Disease severity was 
evaluated and revealed resistance to F. oxysporum with a line, named 3.22, which 
presented no symptoms and this same lineage presents the smallest area of leaf 
damage for S. sclerotiorum fungus at 72 h after inoculation. In addition, transgenic 
lines presented better plant development (height and root growth) when compared to 
the non-transgenic line. Moreover, transgenic lines revealed a better development 
when inoculated with both F. graminearum and F. oxysporum and presented smallest 
area of injury on leaves when they were inoculated with S. sclerotiorum. 
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A soja [Glycine max (L.) Merrill] é hoje a cultura mais importante do agronegócio 
brasileiro e mundial, pois somente em 2018 movimentou cerca de 31,7 bilhões de 
dólares (Agrostat, 2019). A soja é uma commodity que apresenta múltiplos usos 
devido ao seu elevado teor de proteínas (35‐52%), assim como o conteúdo de óleo 
(14‐24%) (Vollmann, 2016). De acordo com dados da CONAB de 2020, o Brasil é o 
segundo maior produtor mundial de soja, tendo na safra 2019/2020 alcançado 122, 2 
milhões de toneladas, que foram cultivadas em 36,7 milhões de hectares, 
representando uma produtividade média nacional de 3,3 kg/ha. 
A soja é afetada desde a emergência das plantas até a maturidade dos grãos 
por uma grande diversidade de microrganismos, principalmente fungos, que 
geralmente limitam o crescimento e o rendimento da cultura. A principal estratégia de 
manejo desses fungos fitopatogênicos está focada no uso de fungicidas, no entanto, 
esses também têm efeitos diretos sobre os seres humanos e o meio ambiente (Russo 
et al., 2019). 
Uma alternativa para a geração de plantas resistentes a fungos é o 
silenciamento gênico através da estratégia de RNA interferente a partir da utilização 
de metodologias eficientes de engenharia genética pelo desenho e construção do 
vetor a ser usado, assim como pela obtenção de plantas transgênicas via 
transformação genética (Tian et al., 2016). Em 2010, o grupo do Laboratório de 
Engenharia Genética Aplicada à Agricultura Tropical (LEG/Embrapa/Cenargen) 
demonstrou pela primeira vez a transferência do sinal de silenciamento de uma planta 
transgênica para um fungo fitopatogênico (Tinoco et al., 2010). O fenômeno de 
interferência in vivo no fungo patogênico Fusarium verticillioides no qual a expressão 
de um transgene marcador gus foi especificamente silenciado pela inoculação de 
células do micélio em plantas de Nicotiana tabacum geneticamente modificadas 
expressando pequenos RNAs de interferência (siRNA) a partir de um dsRNA 
correspondente ao gene exógeno gus. Este trabalho indicou que o sinal de 
silenciamento foi translocado das células vegetais através dos esporos germinados 
para as células do micélio do fungo (Tinoco et al., 2010). Esta estratégia de defesa 
vegetal, definida como HIGS (Silenciamento Gênico Induzido pelo Hospedeiro) 
envolve a expressão de construções gênicas (vetores) e transformação genética do 




Andrade et al. 2015 reportou em seu trabalho com transformação de plantas de 
N. tabacum, o silenciamento do gene da quitina sintase (Chs) do fungo que causa o 
mofo branco (Sclerotinia sclerotiorum). O alvo escolhido foi o gene que codifica para 
Chs, que determina a síntese de quitina, um polissacarídeo que é componente 
estrutural crucial na parede celular de diversos fungos. Plantas de tabaco foram 
geneticamente transformadas com uma construção do tipo intron-hairpin para 
silenciamento gênico do fungo.  
HIGS tem sido demostrado em diversos patógenos fúngicos tais como em 
planta de cevada para silenciar o gene GFT1 do fungo Blumeria graminis; em banana, 
para silenciar o gene FTF1 do fungo Fusarium oxysporum; em trigo e Arabidospsis 
thaliana, para o gene CYP51 do fungo Fusarium graminearum. Esses trabalhos 
demostraram que esta técnica é eficiente para reduzir o crescimento do micélio e a 
infecção do fungo das plantas. Além disso, proporciona uma promissora alternativa 
de controle de doenças ao controle químico (Nowara et al., 2010; Koch et al., 2013, 
Ghag et al., 2014). 
Atualmente, a aplicação de fungicidas sistêmicos, como inibidores da 
desmetilação de esteróis (DMIs), é essencial para controlar as doenças de Fusarium 
spp. e assim, atingir o nível de produção desejável das cultivares modernas de alto 
rendimento. Os fungicidas DMI, como o tebuconazol, o triadimefon e o procloraz, 
atuam como inibidores da biossíntese do ergosterol devido à ligação da citocromo 
P450 lanosterol C-14α-desmetilase (CYP51) ao citocromo P450, que posteriormente 
afeta a integridade da membrana fúngica (Yoshida, 1993). Devido à escassez de 
produtos químicos alternativos, os DMIs têm sido amplamente utilizados em campo 
desde sua descoberta na década de 1970. Portanto, não surpreende que a 
sensibilidade reduzida, ou mesmo a resistência a fungicidas DMIs tenham começado 
a se desenvolver em muitos fungos fitopatogênicos (Brent, 1995; Cools, 2008). A 
estratégia de utilizar o gene CYP51, essencial para a sobrevivência e infecção fúngica, 
estaria entre a melhor possível como alvo de RNAi para reduzir o desenvolvimento de 
resistência a doenças fúngicas nas plantas (Koch et al., 2013). Dessa forma, o 
principal objetivo deste trabalho foi obter linhagens de soja resistentes a fungos 
fitopatogênicos pela transformação genética, mediante a utilização da estratégia do 
silenciamento gênico induzido por hospedeiro (HIGS), usando um vetor para 





2. Revisão de literatura 
 
2.1. Fungos que causam doenças no cultivo de soja 
 
 Uma das principais doenças que afeta a soja é a fusariose, que é causada pelo 
fungo (Broders et al., 2007; Ellis et al. 2011) de solo de um complexo de espécies 
Fusarium solani. (Aoki et al., 2003). Os fungos afetam a cultura da soja em qualquer 
estádio de desenvolvimento da planta, e podem causar queda total das vagens ou 
deterioração total das sementes, causando perdas consideráveis. Maiores perdas do 
rendimento causadas pelos fungos acontecem durante os estádios da floração plena 
(R2) ao início da formação de vagens (R3/R4) da planta, e as características são 
sementes com manchas deprimidas de coloração castanha-escura a negra (Almeida 
et al., 2005). 
 A proliferação de fungos depende muito da disposição do terreno e do volume 
de chuvas durante o cultivo de soja (Liu et al., 2015). Entretanto, durante a estação 
das chuvas, a exposição da soja não colhida à umidade contínua e por muito tempo 
promove o crescimento de fungos no campo, que além da umidade sempre são 
submetidos a elevadas temperaturas, e se propagam rapidamente, reduzindo o 
rendimento e a qualidade dos grãos (Deng et al. 2015); assim como, na alteração dos 
metabólitos primários no fruto, incluindo óleos, proteínas e ácidos graxos, alterando 
também a biossíntese de metabólitos secundários, como isoflavonas, tocoferol e ácido 
fenólico (Gutierrez-Gonzalez et al., 2010; Chennupati et al., 2011). 
 Fusarium spp. provocam doenças em diversas partes da planta que influenciam 
negativamente na produção da soja plantada nos oito principais países produtores. A 
síndrome da morte súbita (SDS) da soja ocorre com frequência (Wrather et al., 2010), 
e é causada na América do Norte pela espécie Fusarium virguliforme (Aoki et al., 
2003). Na América do Sul, a doença pode ser causada por várias espécies diferentes 
de Fusarium incluindo F. brasiliense, F. cuneirostrum, F. tucumaniae, F. virguliforme 
e recentemente, F. crassistipitatum (O'Donell et al., 2010; Aoki et al., 2012). Essas 
doenças são mais graves quando a semeadura da soja é realizada precocemente, e 
em condições de umidade e temperatura favoráveis para o patógeno. 
 Outro fungo que afeta a cultura da soja é Sclerotinia sclerotiorum que provoca 
doença no caule da planta. O manejo da doença é complicado devido à sobrevivência 
a longo prazo das estruturas de sobrevivência do fungo no solo, e pela ausência de 




nos campos de soja é altamente dependente das condições climáticas, levando a uma 
ocorrência altamente esporádica da doença ao longo das estações e a uma 
distribuição agregada dentro dos campos (Willbur et al., 2019). 
 Uma característica chave deste patógeno é a sua capacidade de produzir 
estruturas de reprodução e resistência negras conhecidas como escleródios, e 
crescimentos brancos de micélio nas plantas infectadas. O esclerócio é uma 
agregação de hifas formando uma casca exterior preta com várias camadas de células 
melanizadas importantes na sua proteção contra condições adversas e degradação 
microbiana (Bell et al., 1986; Henson et al., 1999). Assim, os escleródios 
desempenham importante papel no ciclo da doença, sendo as principais estruturas de 
sobrevivência a longo prazo (Willetts et al., 1980). 
 O mofo branco de soja, causado por Sclerotinia sclerotiorum é atualmente 
considerado a segunda doença mais importante devido à perda de produtividade da 
soja (Zhao et al., 2015). Para a cultura da soja, a fase mais vulnerável à infecção vai 
R2, R3 e R4 (Danielson et al., 2004). 
 O uso de fungicidas Azóis por décadas tem levado ao surgimento de cepas 
com sensibilidade reduzida ou mesmo resistência em vários patógenos fúngicos de 
plantas, devido ao uso excessivamente desde sua descoberta (Tian et al., 2019). Essa 
informação reforça a necessidade de estratégias eficientes para o controle de 
fitopatógenos. 
 
2.2. Mecanismos de infecção dos fungos nas plantas. 
 
 A interação de um patógeno com um hospedeiro é caracterizada por uma série 
de eventos sequenciais chamados de ciclo da doença que resultam no 
desenvolvimento e perpetuação da doença (Daly, 1984). Um ciclo geral de doença 
compreende as seguintes fases: (1) Disseminação e contato em que os fungos se 
espalham e entram em contato com uma planta hospedeira apropriada por 
mecanismos ambientais como vento, água, insetos ou por crescimento ativo como 
alguns fungos que infectam as raízes (Travadon et al. 2012), (2) pré-penetração, 
incluindo germinação de esporos, ligação de patógenos às estruturas do hospedeiro 
e eventos de reconhecimento que são acionados por sinais do hospedeiro, bem como 
fatores ambientais (Tucker e Talbot, 2001), (3) entrada de patógenos na planta através 
de aberturas naturais, feridas ou por penetração direta que pode envolver estruturas 




feridas causadas por insetos (Diguistini et al., 2011), (4) infecção e invasão em que o 
patógeno estabelece contato com células hospedeiras e pode se espalhar de célula 
em célula, resultando em sintomas visíveis, (5) reprodução em que um número imenso 
de esporos de fungos são produzidos a partir de tecidos infectados do hospedeiro, (6) 
disseminação de esporos do local de reprodução para outras superfícies de 
hospedeiros suscetíveis ou novas plantas e (7) dormência, ajudando o patógeno a 
sobreviver em condições desfavoráveis (Brown e Ogle, 1997). 
Fusarium oxysporum infecta as plantas mediante esporos presentes no solo 
que germinam em resposta aos sinais do hospedeiro e diferenciam-se em hifas de 
infecção, que se aderem às raízes da planta e as penetram diretamente, sem a 
necessidade de estruturas de infecção especializadas. A penetração da raiz parece 
ocorrer predominantemente através de aberturas naturais nas junções intercelulares 
das células corticais ou através de feridas (Perez-Nadales e Di Pietro, 2011), e uma 
vez dentro da raiz, as hifas crescem inter e intracelularmente para invadir o córtex e 
cruzar a endoderme, até atingir os vasos do xilema. O fungo então usa o xilema como 
um duto para colonizar o hospedeiro. 
F. graminearum pode entrar pelas flores das plantas passivamente, através de 
aberturas naturais, tais como estômatos (Bushnell, 2001), ou ativamente através de 
penetração direta. Em gramíneas, suas hifas frequentemente se estendem na 
abertura apical das flores (Bushnell, 2001; Lewandowski et al., 2006), ou fissuras entre 
lemma e pálea adjacentes (Lewandowski et al., 2006). Uma rota ativa para entrada de 
patógenos Fusarium é por meio da penetração da cutícula, epiderme e da parede 
celular com hifas de infecção curta (Wanjiru et al., 2002). A penetração no tecido do 
hospedeiro é provavelmente facilitada pela vasta gama de enzimas hidrolisantes 
secretadas por Fusarium. 
S. sclerotiorum é um patógeno altamente prejudicial com diversos modos de 
infecção e um estilo de vida de alimentação dupla de biotrófico e necrotrófico (Kabbge 
et al., 2015; Wang et al., 2019). Ele ataca as plantas hospedeiras por meio de 
ascósporos que são levados pelo ar a diversas partes das plantas, por micélios 
originados de tecidos infectados e de escleródios germinados (Willetts et al,1980). Um 
estudo citológico em Phaseolus spp revelou que o fungo penetra no hospedeiro 
subcuticularmente seguido por hábitos de crescimento intercelular (Tariq e Jeffries, 
1986; Jamaux et al., 1995; Garg et al., 2010). Quando os ascósporos pousam no 




iniciar um novo ciclo de infecção. Em condições úmidas e frias, este fungo cresce 
rapidamente dentro dos tecidos infectados do hospedeiro e desenvolve sintomas de 
escurecimento, amolecimento dos tecidos e um micélio branco parecido com algodão, 
que leva à necrose, retardo de crescimento, amadurecimento prematuro e murcha do 
hospedeiro (Willetts et al., 1980). Portanto, as doenças que ele causa receberam 
nomes, incluindo podridão do caule, gota, podridão da coroa, podridão do algodão, 
podridão mole aquosa, ferrugem das flores e ferrugem da Sclerotinia. Ao matar o 
hospedeiro, o fungo pode crescer saprofiticamente no tecido da planta morta. Os 
escleródios são posteriormente formados abundantemente na superfície e cavidades 
do hospedeiro, em restos de plantas e no solo, onde são capazes de permanecer 
dormentes por até 10 anos (Harper et al., 2002). 
 
2.3. Alvo dos fungicidas 
 
 Choi et al. (2014) mencionaram que o alvo dos fungicidas são as enzimas das 
superfamílias das monooxigenases P450 (CYPs), que estão envolvidas em diversos 
processos celulares, principalmente no metabolismo primário do fungo.  
 Em fungos, o ergosterol é o principal esterol da membrana plasmática, sendo 
responsável pela manutenção da fluidez e da estabilidade da membrana (Parks e 
Casey,1995). Quando ocorre a inibição da C14α-desmetilase (enzima CYP51), há 
depleção do ergosterol e o acúmulo do precursor 14α-metilado, ocasionando 
mudanças na estrutura da membrana plasmática e tornando-se mais vulnerável a 
vários danos, além de influenciar a atividade de muitas enzimas de membrana (Lupetti 
et al., 2002). Dado que o ergosterol se encontra ausente nas plantas, é o alvo principal 
a ser explorado no desenvolvimento dos produtos antifúngicos. 
 Inibidores específicos das monooxigenases são conceituados como 
importantes componentes antifúngicos, uma vez que inibem seletivamente as enzimas 
do fungo. Um bom exemplo é o grupo de fungicidas inibidores da desmetilação (DMls), 
que possui como modo de ação a inibição da biossíntese de esteroides. Os azóis 
inibem a síntese de ergosterol, pela inibição de citocromo P450. Portanto, a enzima 
CYP51 é alvo dos DMls, sendo que a atividade fúngica dos assoles é devida a sua 
grande afinidade por P450 dos fungos (Sheehan et al., 1999; Schmitz et al., 2014). 
Quando a síntese de ergosterol não ocorre completamente, o crescimento e 




 Os inibidores da biossíntese do esterol utilizados na agricultura têm como modo 
de ação a inibição da rota sintética de esteróis, e em fungos cada classe de fungicidas 
distingue-se quanto aos sítios específicos de ação (Oliver e Hewitt, 2014). 
Particularmente, os inibidores da desmetilação têm como sítio específico de ação a 
enzima C14α-desmetilase (enzima CYP51) do citocromo P450, que catalisa 
processos oxidativos necessários na formação do ergosterol (Shapiro et al., 2011; 
Oliver e Hewitt, 2014). A redução do ergosterol e acúmulo de seus precursores foram 
observados em M. fructigena tratada com inibidores da biossíntese do esterol (Kato et 
al., 1975).  
 Em M. fructicola, C14α desmetilase é codificada pelo gene CYP51 (Luo e 
Schnabel, 2008a) e desencadeia três oxidações sucessivas a partir da remoção do 
grupo metila (CH3) da molécula C14 do lanosterol (Reis et al., 2010).  
 Os fungicidas azóis inibidores da C14α desmetilase, agem através de um 
átomo livre de nitrogênio localizado no anel heterocíclico N-2 (imidazol) ou N-3 (triazol) 
que se liga ao átomo de ferro-hêmico da enzima do citocromo P450 inibindo o acesso 
aos substratos necessários para sua função (Kelly e Kelly, 2013; Oliver e Hewitt, 
2014). A partir desta inibição, ocorre um acúmulo de esteróis tóxicos do grupo 14α-
metilo (lanosterol e 14α-metil3-6-diol), produzidos pela Δ-5,6-desaturase, interferindo 
com as funções do ergosterol como componente predominante da membrana celular 
(Gadher et al., 1983; Lupetti et al., 2002) (Figura 1). Sendo assim, o estresse causado 
na membrana da célula resulta no aumento de sua permeabilidade, causando o 
extravasamento de conteúdos intracelulares e consequentemente, limitando o 





Figura 1. Mecanismo de ação de compostos antifúngicos afetando a rota Biossintética 
do ergosterol. Enzimas alvo à direita das setas com genes codificadores entre 
parênteses. Compostos antifúngicos à esquerda das setas. Setas indicam passos 
para a biossíntese do ergosterol. Adaptado de Lupetti et al., 2002. 
 
2.4. Silenciamento gênico em plantas 
 
 O melhoramento genético incrementa o rendimento ou a produtividade, assim 
como a resistência aos agentes abióticos e bióticos adversos, através da incorporação 
de genes desejáveis que modificam o genótipo das plantas por meio do melhoramento 
genético tradicional ou por ferramentas biotecnológicas. O melhoramento genético 
através da transformação genética ocorre a partir da incorporação dos genes que 
codificam a expressão de outras características na planta transformada, tais como 
resistência a doenças provocadas pelos fungos.  
 As tecnologias de silenciamento de RNA, particularmente a tecnologia de 
inserção de construções do tipo intron-hairpin (hpRNA), e mais recentemente a 
tecnologia de amiRNA, têm sido amplamente utilizadas para estudar a função 




agronômicas, manipulando a expressão de genes de vias metabólicas em vários 
modelos e espécies de plantas cultivadas (Guo et al., 2016). 
 O silenciamento por interferência de RNA (RNAi) é um mecanismo 
evolutivamente conservado em eucariotos. É induzido por RNA de cadeia dupla 
(dsRNA) ou RNA estruturado em hairpin (hpRNA), envolvendo fatores comuns, 
incluindo as proteínas da família Dicer ou Dicer-like (DCL) e Argonaute (AGO) 
(Baulcombe, 2004; Eamens et al., 2008). Na via de silenciamento de RNA básico, 
dsRNA ou hpRNA é processado por uma proteína Dicer ou DCL em pequenos RNA 
(sRNA) duplex de 20-24 nucleotídeos (nt) com saliências de 2 nt em ambas as 
extremidades de 3´. Uma cadeia dos RNAi duplex é incorporada a um complexo 
silenciador induzido por RNA (RISC). A molécula de sRNA guia o complexo RISC para 
a região complementar do RNA de fita simples alvo, e uma das proteínas da família 
AGO então cliva o RNA nos nucleotídeos correspondentes à região central 
(geralmente nt. 10-11) (Baulcombe, 2004; Eamens et al., 2008). 
 O silenciamento dos siRNA é um mecanismo regulador do gene que limita o 
nível de transcrição através da ativação de um processo de degradação do RNA 
específico da sequência (silenciamento do gene pós-transcripcional 
[PTGS]/Interferência do RNAi). Este mecanismo único tem sido descoberto 
independentemente e estudado em diferentes classes de eucariotas como 
silenciamento genético pós-transcricional em plantas (Napoli et al., 1990; van der Krol 
et al., 1990). Fenômeno semelhante foi relatado no fungo N. crassa, no qual foi 
denominado quelling (Cogoni et al., 1996; Romano e Macino, 1992). 
 No entanto, os sinais do silenciamento dos pequenos RNAs de interferência 
(siRNA) não ficam restritos à célula em que são gerados, causando assim 
silenciamento in trans, ou seja, estes sinais são passados de forma sistêmica para 
outros organismos ou células alvo.  Vários estudos confirmaram a previsão de que os 
sinais de silenciamento induzidos por transgene, como o silenciamento induzido por 
vírus, poderiam viajar sistemicamente através da planta para induzir o silenciamento 
a longas distâncias. Um fenótipo de silenciamento foi observado nas folhas superiores 
de plantas de N. benthamiana expressando estavelmente o gene que codifica para 
GFP após uma indução transitória de silenciamento de GFP em folhas inferiores pela 
infiltração de Agrobacterium (Voinnet e Baulcombe, 1997). 
 Desde a descoberta do silenciamento do gene induzido por dsRNA em 1998 




de RNAi em plantas, um número de transgenes ou tecnologias silenciadoras 
baseadas em vírus foram desenvolvidas para induzir artificialmente o silenciamento 
de RNA em plantas. 
  
2.5. Silenciamento gênico por meio de HIGS 
 
 As plantas naturalmente desenvolveram um sistema imunológico, baseado 
no mecanismo de silenciamento mediado por RNA para se defender contra vírus 
invasores (Csorba et al., 2009; Harvey et al., 2011; Hu et al., 2011; Muhammad et 
al., 2019). Esta característica tem sido utilizada para desenvolver a tecnologia de 
silenciamento gênico induzida pelo hospedeiro (HIGS) para controlar outros 
patógenos de plantas (Guozhong et al., 2006). O HIGS é um desenvolvimento 
posterior do silenciamento gênico induzido por vírus (VIGS) (Harvey et al., 2011), 
que permite o silenciamento de genes em patógenos de plantas, expressando uma 
construção de RNAi contra genes específicos endógenos ao patógeno, na planta 
hospedeira. 
 O HIGS é um processo baseado em RNAi onde pequenos RNAs produzidos 
na planta silenciam os genes das pragas ou patógenos que atacam as plantas. Os 
pequenos RNAs são geralmente produzidos pela produção de RNA de cadeia dupla 
(dsRNA) em plantas transgênicas, mas para fins experimentais, o dsRNA pode ser 
introduzido nas células vegetais com Agrobacterium ou vírus que se replicam via 
RNA de dupla fita. Diversos trabalhos têm demonstrado a capacidade de 
deslocamento do silenciamento, e a eficiência do silenciamento in trans. Além disso, 
demonstrou-se que o siRNA produzido na planta pode gerar silenciamento gênico 
induzido pelo hospedeiro (HIGS – “Host-Induced Gene Silencing”) em células de 
fungos.  
 O primeiro exemplo bem-sucedido de HIGS para pragas não virais foi relatado 
em Arabidopsis, onde a expressão de RNAs hairpin específicos induziu o 
silenciamento de um gene que codifica um peptídeo secretor em nematóides de galha 
(Meloidogyne spp.) e resultou em resistência à doença (Huang et al., 2006). Os 
dsRNAs projetados para direcionar um gene do citocromo P450 na lagarta do algodão 
(Helicoverpa armigera) e um gene de uma ATPase vacuolar em coleópteros também 
reduziram significativamente a infestação desses insetos no algodão (Baum et al., 




  Tinoco et al., 2010 reportaram em um trabalho mediante HIGS em plantas de 
tabaco transgênicas, que expressavam o gene gus, foram re-tranformadas com um 
cassete Δgus, as plantas re-transformadas foram inoculadas com o fungo de Fusarium 
verticillioides, observaram que os esporos germinados permaneceram na superfície 
foliares e não causaram danos nos tecidos das folhas. 
Por sua parte Andrade et al. 2015, mediante à estratégia de HIGS, em plantas 
de tabaco demostrou a resistência à doença e silenciamento do gene chs e observam 
uma correlação positiva com a presença de siRNAs detectáveis em linhagens 
transgênicas. Demonstrou-se que genes endógenos do fungo necrotrófico S. 
sclerotiorum pode ser silenciado induzido pelo hospedeiro. 
 HIGS foi provado com sucesso na cevada e no trigo expressando dsRNA que 
teve como alvo o gene efetor Avra10 do fungo patogênico Blumeria graminis (Nowara 
et al., 2010; Pliego et al., 2013). 
 Também foi reportado em outros trabalhos às estratégias para o silenciamento 
gênico que utilizaram o princípio de RNA interferente, tendo como diferença básica a 
forma da indução do silenciamento. Foi eficiente para o knockdown gênico de 
importantes patógenos de plantas, como Blumeria graminis (Nowara et al., 2010) e 





Tabela 1. Resumo do silenciamento de gênico induzido pelo hospedeiro (HIGS) em plantas aplicadas a várias pragas agrícolas. As 
espécies de pragas, genes alvo e efeitos documentados são resumidos. 
Fungos e oomicetos 
Espécies  Hospedeiro  Nome do gene alvo Efeito  Referências 
Blumeria graminis f. sp. tritici Triticum aestivum  MLO Resistência  Riechen, 2007 
Phytophthora 
parasitica var. nicotianae 
Nicotiana 
tabacum  GST  
Resistência; regulador negativa 
na resposta de defesa do GST 
Hernández et al., 
2009 
Fusarium verticillioides  
Nicotiana 
tabacum  GUS  
Silenciamento GUS; prova de 
conceito Tinoco et al., 2010 
Blumeria graminis Hordeum vulgare Avra10 
Redução do desenvolvimento 
fúngico na ausência do gene de 
resistência correspondente 
Mla10 Nowara et al., 2010 
Puccinia striiformis f. 




aestivum  PSTha12J12  
Sem reduções óbvias no 
desenvolvimento de ferrugem ou 
esporulação Yin et al., 2011 
P. triticina, P. graminis, 
P. striiformis Triticum aestivum  
PtMAPK1, PtCYC1, P
tCNB  
Supressão de doenças, 
impedindo o crescimento e a 
esporulação de fungos Panwar et al.,2013 






com a morte de células 
hospedeiras induzidas por 
patógenos Pliego et al., 2013 
Fusarium graminearum Hordeum vulgare 
CYP51A, CYP51B, C
YP51C Resistência Koch et al., 2013 
Sclerotina sclerotiorum 
Nicotiana 
tabacum  Chs Reduçao da doença  





Fusarium graminearum Triticum Chs3b 
Resistência em plantas 
cultivadas em condições de teste 
de campo. Cheng et al., 2015 
Phytophthora infestans 
Solanum 
tuberosum PiGPB1 Reduçao de doença  Jahan et al., 2015 
Aspergillus flavus Zea mays aflR Reduçao de toxinas do fungo  
Masanga et al., 
2015 
Fusarium culmorum Triticum 
FcFgl1, FcChsV, FcF
mk1, FcGls1 aberracao nas hifas do fungo  Chen et al., 2016 
Magnaporthe oryzae Oryza sativa 
MoABC1, MoMAC1, 
MoPMK1 
iniviçao da doença na planta 
hospedeira  Zhu et al.,2017a 
Aspergillus flavus Zea mays aflC Resistencia aflotixinas do fungo  
Thakare et al., 
2017 
Puccinia striiformis f. sp. tritici Triticum aestivum PsFUZ7 
 Regula a infecção e o 




lycopersicum Ave1, Sge1, NLP1 Reduçao de doença  
Song e Thomma, 
2018 
Puccinia striiformis f. sp. tritici Triticum aestivum PsCPK1 
Redução significativa no 
comprimento das hifas de 
infecção e no fenótipo da doença Qi et al., 2018 
Puccinia triticina Triticum aestivum PtMAPK1, PtCYC1 
Supressão de doenças, 
comprometendo o crescimento 
fúngico e a esporulação Panwar et al., 2018 
Magnaporthe oryzae Oryza sativa MoAP1 
Reduções comercializadas no 
crescimento de hifas aéreas, 
ramificação micelial e perda de 




Fusarium oxysporum Babana 
ERG11A, ERG11B, E
RG11C; ERG6A, 
ERG6B Resistencia  Dou et al., 2019 
Aspergillus flavus Zea mays amy1 
Diminuição da colonização 
fúngica e acúmulo de aflatoxina 
nos grãos Gilbert et al., 2018 
Insetos 
Diabrotica virgifera Zea mays V‐ATPase A 
Reduções visíveis nos danos 




abidopsis thaliana CYP6AE14  
Supressão da expressão 
CYP6AE14 e redução do 
crescimento em gossipol contido 




abidopsis thaliana Rack1, MpC002  
M. persicae silenciada produziu 
menos descendência Pitino et al., 2011 
Nilaparvata lugens Oryza sativa L.  NlHT1, Nlcar, Nltry  
Redução de transcrições de 
genes alvo no meio do intestino; 
não foram observados efeitos 
mortais fenotípicos após a 
transmissão de dsRNA Zha et al., 2011 
Helicoverpa armigera 
Gossypium 
hirsutum  CYP9A14  
Reduziu a tolerância das larvas 
ao inseticida deltamethrin Tao et al., 2012 
 Helicoverpa armigera 
Nicotiana 
tabacum  EcR  
Resistência à H. armigera; EcR 
dsRNA também confere 
resistência a outra praga 
lepidóptera, Spodoptera exigua Zhu et al., 2012 
 Helicoverpa armigera 
Gossypium 
hirsutum CYP6AE14, GhCP1 
Plantas de algodão co-
expressoras de dsRNA e 
cisteína protease exibem maior 




 Helicoverpa armigera 
Nicotiana 
tabacum  HaHR3  
Deformidade de 
desenvolvimento e letalidade 
das larvas Xiong et al., 2013 
Sitobion avenae Triticum aestivum  CbE E4  
Redução da produção de 
progenitores e resistência 
reduzida a inseticidas phoxim Xu et al. ,2014 
Nematoides e parasitos 
Meloidogyne 
species: M. incognita, M. javani
ca, M. arenaria, and M. hapla 
Arabidopsis 
thaliana 16D10 
Resistência efetiva contra as 
quatro principais espécies de 
RKN Huang et al., 2006 
Heterodera glycines Glycine max  MSP  
Desenvolvimento de fêmeas 
SCN e número de ovos por cisto 
foram reduzidos Steeves et al.,2006 
Meloidogyne javanica 
Nicotiana 
tabacum MjTis11  
A regulamentação do MjTis11 
não resultou em um fenótipo 
letal 







Redução do número de fêmeas 
maduras Sindhu et al., 2009 
Heterodera glycines Glycine max  Cpn‐1, Y25, Prp‐17  
Supressão comparável à 
resistência convencional Li et al., 2010 
Meloidogyne incognita Glycine max  Mi‐Rpn7  
Menor motilidade e infecção; 
nenhuma resistência completa Niu et al., 2012 
 Meloidogyne incognita 
Nicotiana 
tabacum  flp‐14,  flp‐18  
50%-80% de redução na 
infecção Papolu et al.,2013 
Pratylenchus vulnus Juglans regia Pv010  
Redução da infecção por 
nematóides 
Walawage et al., 
2013 




Heterodera glycines Glycine max  HgALD 
Diminuição do número de 
fêmeas maduras de SCN 
Youssef et al., 
2013 
 Heterodera glycines 
Arabidopsis 
thaliana Mi8D05  
Até 90% de redução na infecção 






thaliana GUS  
Silenciamento GUS; prova de 




lycopersicum M6PR  
Aumento significativo na 
porcentagem de tubérculos 
mortos de O. aegyptiaca nas 
plantas transgênicas de tomate Aly et al., 2009 
Cuscuta pentagona 
Nicotiana 
tabacum STM  
O silenciamento impede o 
crescimento da cuscuta 






rsicon esculentum iaaM e ipt  
Plantas transformadas são 
suscetíveis à transformação de 
Agrobacterium, mas são 
altamente resistentes à 
tumorigenese. 
Escobar et al., 
2001 
Juglans regia iaaM e ipt  Controle de galos da coroa 






2.6. Mecanismos de transferência siRNA entre hospedeiro e patógeno fúngico 
 
A extensão e a longevidade da regulação negativa de genes fúngicos por RNAi 
induzido pela planta hospedeira depende de vários fatores, incluindo a absorção 
eficiente de siRNAs pelo fungo, meia-vida de siRNAs e se os sinais de siRNA podem 
ser amplificados pelo fungo. Vários estudos utilizando siRNAs fluorescentemente 
marcados mostraram captação significativa de siRNAs por fungos (Khatri e Rajam, 
2007; Joch et al., 2009). 
No entanto, o mecanismo exato pelo qual os RNAs exógenos entram na célula 
fúngica não é totalmente compreendido. O movimento do RNA entre o hospedeiro da 
planta e o patógeno invasor representa uma fase importante do HIGS mediado por 
RNAi e, embora pouco se saiba sobre o mecanismo de transporte de RNA entre 
espécies, este aspecto do HIGS provavelmente é importante no controle de fungos 
fitopatogênicos. Dois principais mecanismos relacionados à captação de RNA 
derivada do hospedeiro por fungos foram postulados: (1) captação de siRNAs via 
vesículas extracelulares (VEs) derivadas de plantas, e (2) captação ativa via 
transportadores localizados na membrana plasmática (Majumdar et al., 2017). 
Em fungos, o transporte mediado por vesículas de siRNAs tem sido descrito 
em vários estudos (Haag et al., 2015). VEs de origem fúngica são internalizados por 
células hospedeiras através de endocitose ou intervenção de proteínas fusogênicas 
extracelulares (Knip et al., 2014). 
A transferência mediada por vesículas de siRNAs vegetais para fungos através 
de uma via exossômica é postulada com base nas evidências coletadas de vários 
estudos (Valadi et al., 2007; Nowara et al., 2010; Knip et al., 2014; Han e Luan, 2015). 
As vesículas liberadas pelas células vegetais têm geralmente entre 100 e 400 nm de 
diâmetro e são portadoras de macromoléculas, como RNAs, proteínas e lipídios (Ju 
et al., 2013; Mu et al., 2014). Vários estudos apoiam a presença de vesículas 
semelhantes a exossomos nas plantas e seu papel no fornecimento de moléculas 
bioativas (Mu et al., 2014; Raimondo et al., 2015). Atualmente, não se sabe se outros 
mecanismos, além da transferência mediada por vesículas, contribuem 
significativamente para a transferência de RNAs de plantas para fungos patogênicos. 
Transporte molecular em plantas pode ocorrer plasticamente através de canais que 





processo que envolve a transferência através da membrana celular, as paredes 
celulares e espaços intercelulares (Melnyk et al.,2011). 
 
2.7. Transformação genética de soja 
 
 A transformação da soja foi relatada pela primeira vez em 1988 (Christou et al., 
1988; Hinchee et al., 1988). Mesmo depois de mais de duas décadas, a transformação 
estável da soja ainda não pode ser considerada rotineira na maioria dos laboratórios 
porque depende da capacidade de combinar técnicas eficientes de transformação e 
regeneração. Dois métodos foram utilizados com sucesso relativamente maior para 
produzir plantas completamente e estavelmente transformadas: bombardeamento de 
partículas e o sistema mediado por Agrobacterium tumefaciens. 
 Segundo Somers et al. (2003) existem três requisitos principais para 
estabelecer um sistema de transformação eficiente: (a) uma fonte de células 
totipotentes que servem como receptores do DNA recebido, (b) um meio de 
distribuição DNA nas células-alvo, e (c) um sistema para selecionar ou identificar as 
células transformadas. 
Agrobacterium é uma bactéria fitopatogênica Gram-negativa, que infecta 
naturalmente plantas diferentes (De Cleene e De Ley, 1976). Esses fitopatógenos 
causam uma variedade de neoplasias, incluindo doença da galha da coroa (A. 
tumefaciens e A. vitis), doença da raiz pilosa (A. rhizogenes) e doença da galha da 
cana (A. rubi) em numerosas espécies de plantas (Gelvin, 2010a). A origem dessas 
doenças é a transferência horizontal de genes na região intersexual. O processo de 
transformação genética de plantas mediado por A. tumefaciens requer a presença de 
dos componentes genéticos localizados no plasmídeo Ti bacteriano. A transferência 
e a integração do T-DNA são determinadas por vários genes localizados no 
cromossoma bacteriano; pelo conjunto de genes de virulência (os genes vir) 
localizados no plasmídeo Ti ou Ri e pelas bordas que delimitam o T-DNA. O sistema 
de infecção das agrobactérias representa um elemento genético contendo 
informações complexas que permite a transferência de genes de um organismo 
procarioto para um eucarioto superior (Gelvin, 2003). Este processo de transferência 
de genes foi revisado por Tinoco et al. (2010); Gelvin (2010a, b); Pitzschke e Hirt 







 A soja é atualmente uma das principais commodities produzida em várias 
regiões do país e em outras partes do mundo, que atualmente devido a suas grandes 
extensões cultivadas é afeitada por um inúmeros de fungos que causam estragos na 
planta, causando perdidas economicamente para os agricultores. A geração de 
plantas de soja geneticamente modificadas com o gene CYP51 surge como uma 
alternativa para a produção de soja no Brasil para diminuir doenças caudas pelos 
fungos, principalmente os de Fusarium spp e Sclerotinia sclerotiorum.  
 
4. Objetivo geral 
 
 O objetivo geral do presente trabalho foi obter linhagens geneticamente 
modificadas de soja expressando o cassete de silenciamento contendo o gene CYP51 
para conferir resistência às doenças causadas por Fusarium spp. e Sclerotinia 
sclerotiorum. 
 
4.1. Objetivos específicos 
 
 Obter uma construção do tipo intron-hairpin para o silenciamento do gene 
CYP51 em Fusarium spp. e Sclerotinia sclerotiorum 
 
 Produzir plantas de soja geneticamente modificadas via Agrobacterium 
tumefaciens; 
 
 Analisar a segregação dos genes exógenos nas linhagens geneticamente 
modificadas;  
 
 Testar as linhagens geneticamente modificadas para resistência aos fungos 










5. Material e Métodos 
 
5.1.Vetor de interferência de RNA 
 
Para a construção do vetor de interferência, a sequência codificadora do gene 
bar do pCambia3300 foi substituída pela sequência codificadora de ahas mutantes de 
Arabidopsis thaliana (número de acesso do GenBank NM114714.3, posições 208 a 
2220), entre o XhoI, gerando o pC3300Ahas. O cassete interferente do hpRNA 
(ΔCYP51) contém o promotor do gene actin 2 de A. thaliana (número de acesso 
GenBank LR699757.1, posições 6492838 a 6494239), o intron do gene pyruvate 
orthophosphate dikinase (pdk) de Flaveria trinervia (número de acesso GenBank 
X79095. 1, posições 7914 a 8658), e o terminador do gene Agrobacterium tumefaciens 
nopaline synthase (nos) (número de adesão ao GenBank MK078637.1, posições 1 a 
253). O fragmento do gene eburicol 14-alfa-demetilase (CYP51B) de F. oxysporum 
(número de acesso ao GenBank XM018376712.1, posições 754 a 1252) foi clonado 
na direção senso e anti-senso, flanqueando o intron do gene pdk. O cassete 
interferente foi sintetizado pela Epoch Life Science Inc., (EUA) e clonado entre PvuII 







Figura 2. Vetor pFoCYP51AHAS contendo o gene CYP51 controlado pelo promotor 
AtACT2 e o gene de seleção ahas controlado pelo promotor 35SCaMV. 
 
5.2.Transformação de plantas de soja 
 
Foram geradas plantas geneticamente modificadas de soja do cultivar 
Conquista e BRS7980 através de transformação via Agrobacterium tumefaciens 
baseada no protocolo de Zeng et al., 2004 com alterações. 
As sementes foram desinfestadas em câmara vedada com o gás clorox, gás 
obtido da reação entre ácido clorídrico e hipoclorito de sódio da seguinte forma: 4 
mL de ácido clorídrico 37% (v/v), 50 mL de hipoclorito de sódio 12% (v/v) e 50 mL de 
água destilada. As sementes ficaram na câmara por um período de 24h, em seguida 
foram colocadas em meio de germinação [sais de MS, vitamina B5 1X, sacarose 2% 
(p/v), ágar 0,8% (p/v) e pH ajustado para 5,8]. Para a transformação o explante 
utilizado foram os cotilédones com uma parte do hipocótilo de 5 mm. Após 7 dias, os 
cotilédones foram separados, as gemas já desenvolvidas foram removidas e o 





líquida [sais de B5 1X, sacarose 3% (p/v), 6-benzilaminopurina (BAP) 1,7 mg.L-1, 
acetoseringona 200 μM, vitamina B5 1X, ácido giberélico (GA3) 1,7 mg.L-1 com pH 
ajustado para 5,2] por 40 minutos, seguido de uma cocultura sólida [sais de B5 1X, 
sacarose 3% (p/v), BAP 1,7 mg.L-1, acetoseringona 200 μM, vitamina B5 1X, GA3 
1,7 mg.L-1, ditiotreitol (DTT) 1 mM, L-cisteína 3 mM, tiossulfato de sódio 1 mM, ágar 
0,8% (p/v) e pH ajustado para 5,2] por 5 dias a 20º C no escuro. 
Após a cocultura, os explantes foram transferidos para um meio de indução 
de brotos [meio B5 completo 1X, sacarose 3% (p/v), BAP 1,7 mg.L-1, MES 3 mM, 
cefotaxima 100 mg.L-1, timentim 50 mg.L-1, fitagel 0,3% (p/v), imazapyr 600 ou 700 
mM e pH ajustado para 5,7] por 30 dias. Os explantes que multibrotaram foram 
transferidos para o meio de alongamento [sais de MS 1X, MES 3 mM, sacarose 
3%(p/v), vitaminas B5 1X, asparagina/glutamina 50 mg.L-1, ácido indolacético (AIA) 
0,1 mg.L-1, GA3 0,5 mg.L-1, zeatina-R 1 mg.L-1, cefotaxima 100 mg.L-1 e timentim 50 
mg.L-1, fitagel 0,3% (p/v), imazapyr 500 mM e pH ajustado para 5,7] até o surgimento 
de brotos com mais de 5 cm. 
Os brotos com mais de 5 cm foram transferidos para meio de enraizamento 
[sais de MS 1X, MES 3 mM, sacarose 2% (p/v), vitaminas B5 1X, 
asparagina/glutamina 50 mg.L-1, ácido indolil-3-butírico (IBA) 1 mg.L-1, cefotaxima 
100 mg.L-1, timentim 50 mg.L-1, ágar 0,8% (p/v) e pH ajustado para 5,7] onde 
permaneceram até o surgimento das raízes. 
Todos os explantes foram repicados a cada 15 dias com exceção dos 
explantes em meio de enraizamento, onde os explantes permaneceram até o 
momento da aclimatização. Explantes com raízes de, pelo menos, 3 centímetros e 2 
trifólios, foram aclimatizados em copos descartáveis de 300 mL com terra vegetal e 
vermiculita (1:1) e um saco transparente formando uma câmara úmida em casa de 
vegetação. Uma das laterais do saco foi cortada após 3 dias e então, após 7 dias, o 
saco foi completamente removido. 
 
5.3. Avaliação de plantas transformadas por PCR 
 
A extração de DNA foi realizada a partir de discos foliares, de acordo com 
Edwards et al., (1991), a amostra foi macerada com bastão autoclavado, 400 μL de 
tampão CTAB 2X (1,4 M de cloreto de sódio, 100 mM de Tris-HCl pH 8.0, 20 mM de 





CTAB, 2% de polivinilpirrolidona-PVP) foram adicionados, e a suspensão mantida em 
agitador a 65ºC por 20 minutos. Foram adicionados 400 μL de clorofil (clorofórmio 24: 
álcool isoamílico 1), a amostras foi homogeneizada e centrifugada a 14000 x g por 10 
minutos. A fase aquosa contendo o DNA foi coletada em tubo limpo e precipitado por 
isopropanol. O sedimento foi lavado com etanol 70% (v/v), seco e ressuspendido em 
20 μL de água Milli-Q autoclavada para proceder com as análises.  
A análise molecular visando à detecção de ΔCYP51 foi feita utilizando-se para 
cada reação 2 μL de DNA (≈20 ng) adicionados à solução contendo 17,45 μL de H2O; 
2,5 μL de tampão 10X; 0,8 μL de dNTP (4 μM); 0,8 μL de MgCl2 (50 mM); 0,5 μL de 
cada primer (10 μM); e 0,5 μL de Taq polimerase (10 U/μL). Os iniciadores usados se 
apresentam na Tabela 1. 
  
Tabela 2. Descrição dos iniciadores para amplificação do gene ΔCYP51, e as 
sequências de nucleotídeos, o tamanho dos amplicons gerados em pares de bases 
(pb). 
Gene  Sequência (5’-3’) Amplicon (pb) 
CYP51 (FoCyp51) F-CAT CGG GGT TGG GGA AGT AG 
148  R-CTT CAC GCC CCT ATC CAC TC 
 
As PCR foram realizadas em termociclador (MyCycler, Thermal Cycler, BioRad, 
USA), seguindo a temperatura inicial de desnaturação de 94°C por 5 min, e em 
seguida 35 ciclos de 94°C de desnaturação por 1 min, 55°C de 
anelamento/pareamento dos iniciadores por 1 min, síntese a 72°C por 1 min, e 
extensão final a 72°C por 7 min. Os produtos da PCR foram submetidos à eletroforese 
em gel de agarose 1% usando tampão TBE 0,5X e voltagem ajustada para 5 V/cm.  
 
5.4. Análise da progênie 
 
Sementes da primeira geração de plantas transformadas (T1), provenientes da 
autofecundação das plantas T0 foram germinadas no solo e mantidas em casa de 
vegetação. Essas foram analisadas para presença de CYP51 por PCR conforme 
descrito acima para detectar a expressão do gene de interesse de acordo com 
Edwards et al, (1991). Análises de Qui-quadrado (χ2), utilizando o fator de correção de 





seguia um padrão Mendeliano na razão de 3:1 ou 15:1, com 95% de nível de 
confiança.  
 
5.5. Análise de Nortern blot para detecção de siRNAs 
 
O RNA total foi isolado das folhas e raízes por extração com Trizol (Thermo 
Fisher Scientific) como recomendado pelo fabricante. O RNA total (50 μg) foi separado 
por 20% PAGE com 7 M de uréia e 1X Tris-borate-EDTA (TBE). O gel foi corado com 
um 1X TBE contendo brometo de etídeo (0,5 μg/ml), e fotografado. Os RNAs foram 
eletroblotados a uma membrana de nylon com carga positiva BrightStar-Plus (Thermo 
Fisher Scientific), fixados por UV e hibridizados com uma sonda de DNA 
correspondente ao fragmento de PCR de 148 pb dentro do cassete ΔCYP51 (descrito 
acima). As sondas foram marcadas com α32PdCTP usando o Kit de marcação 
radioativa DecaLabel DNA (Thermo Scientific) de acordo com as instruções do 
fabricante. A hibridização e as lavagens pós-hibridização foram realizadas conforme 
descrito (Yoo et al. 2004). Três oligômeros (18, 24 e 44 nucleotídeos) foram usados 
como marcadores de tamanho molecular. A intensidade relativa das bandas foi 
determinada pela análise da intensidade da banda usando o Software de Análise 
Quantity One 1-D v4.6.3 (Bio-Rad). A quantificação relativa foi feita comparando as 




5.6.1. Método de inoculação de sementes com esporos 
 
Fusarium oxysporum e Fusarium graminearum são fungos transgênicos que 
contém o gene gus, do Laboratório de Engenharia Genética da Embrapa Cenargen, 
identificados com os números Fo003-2018 e Fg013/2019, respectivamente, foram 
cultivados em meio BDA e incubados por 20 dias a temperatura ambiente. Após esse 
período, adicionaram-se 10 mL de água destilada e autoclavada nas placas com os 
fungos, e com auxílio de um pincel esterilizado homogeneizou-se a massa de esporos. 
Em seguida, filtrou-se essa suspensão para retirada de impurezas, e do filtrado foram 
utilizados 5x105 esporos por mL-1 de F. oxysporum e de F. graminearum, quantificados 
em câmara de Neubauer para cada 2 g de sementes. As sementes (T3) das Linhagens 





CYP51 permaneceram embebidas com a suspensão fúngica por 5 minutos de a 
mesma forma também o controle (plantas no transgênicas), quando foi drenado o 
excedente de água e mantidas em ambiente axênico (Souza et al., 2008). 
O delineamento experimental foi feito com três repetições, em um desenho 
completamente ao acaso, sendo cada parcela experimental representada por seis 
copos cada copo de 300 ml, contendo uma planta por copo. As variáveis avaliadas 
foram, germinação avaliada aos 10 dias após a semeadura na casa vegetação, altura 
de planta, massa seca da raiz e a severidade da doença aos 15 dias após a 
semeadura. A classificação do nível de dano nas plântulas foi de acordo com Hartman 
(1997), onde os índices de severidade foram definidos como: 1 = 0%; 2 = 10%; 3 = 
35%; 4 = 65%; e 5 = 90%. 
 
5.6.2.  Ensaio histoquímico das LGM com Fusarium spp. 
 
As LGM inoculadas com Fusarium spp., foram analisadas para detecção da 
expressão do gene gus em folhas, caules e raízes. Essas partes das plantas foram 
retiradas e colocadas em solução de X-gluc (X-Gluc 500 mg.L-1, NaH2PO4 0.05 M e 
Triton X-100 30%) e inoculadas a 37°C por 12 h. Após o período de incubação, as 
amostras foram lavadas em etanol 70% para preservação e verificou-se a presença 
ou ausência de coloração azul indicativa da presença do fungo (Lacorte, 1998). 
 
5.6.3. Bioensaios de Scleorotinia sclerotiorium em folhas destacadas 
 
Os bioensaios foram realizados com folhas destacadas provenientes de plantas 
da geração T3 com aproximadamente 45 dias de idade pré-selecionadas por PCR. 
Foram coletadas a terceira folha mais nova totalmente expandida de cada planta, 
sempre mantendo este padrão.  
Para o inóculo foi usada uma cepa de Sclerotinia sclerotiorum do Laboratório 
de Engenheira Genética (LEG) da Embrapa Cenargen. Inicialmente, o fungo foi 
cultivado em meio BDA (batata-dextrose-ágar) a temperatura ambiente, até a 
formação do micélio. Da região de crescimento do micélio foram retirados os plugs de 
5 mm de diâmetro, que consistem de pedaços de meio com fungo, para inocular na 
face adaxial das folhas. As folhas, com os plugs sobre elas, foram colocadas em 





períodos (48 e 72h) após a inoculação, afim de acompanhar o desenvolvimento do 
fungo, quando em contato com as mesmas. As imagens foram usadas para tomar a 
medida da área infectada, usando o software ImagenJ 
(https://imagej.nih.gov/ij/index.html). 
 
5.7. Análises estatísticas 
 
As análises estatísticas foram realizadas por um delineamento completamente 
casualizado para três variáveis, taxa de germinação das sementes na presença do 
fungo, altura da planta e peso seco da raiz; nível de dano ocasionado pelo fungo 
Fusarium e área de lesão nas folhas causada pelo fungo Sclerotinia foi realizado em 
uma análise não paramétrica de Wilcoxon. As análises estatísticas foram realizadas 




























6.1. Plantas de soja geneticamente modificadas 
 
Neste trabalho, que foi realizado mediante a estratégia de silenciamento por 
RNAi do gene CYP51, usando o vetor pFoCYP51AHAS (Figura 2 e 5a), observou-se 
a presença do transgene em 26 linhagens T0, comprovadas mediante a técnica de 
PCR (Tabela 2), revelando assim a presença do cassete de interferência de ΔCYP51. 
A eficiência de transformação genética da soja cultivar BRS7980 via 
Agrobacterium tumefaciens foi de 5,17%. É importante mencionar que até a realização 
do ensaio 3 a pressão de seleção de imazapyr nos meios de cultura foi de 600 nM, e 
a partir do ensaio 4 o agente de seleção foi aumentado para 700 nM, para diminuir o 
número de plantas-escape que não apresentaram o gene de interesse (Tabela 2).  
As plantas que mostraram a presença dos transgenes na análise por PCR 
foram aclimatadas e apresentaram-se fenotipicamente normais quando comparadas 
ao controle. Todas as plantas T0 aclimatadas produziram sementes, gerando as 
próximas gerações (T1, T2 e T3), também confirmadas por PCR (Figura 5b).  
 
Tabela 3. Eficiência de transformação genética de plantas T0 de soja BRS7980 via A. 
tumefaciens EHA 105, usando o protocolo de transformação de nós cotiledonares 
induzidos para organogênese 
Vetor  Ensaio Número total de 
Explantes  
Plantas com o 
transgene (PCR+)  
Plantas com 
o gene (%) 
  1 63 6 9,52 
  2 87 6 6,90 
pFoCYP51AHAS  3 85 4 4,71 
  4 110 4 3,64 
  5 95 5 5,26 
  6 106 1 1,00 
Total   546 26 31 
Médias    91      4,33 5,17 
% de plantas com o gene = (Plantas com o gene /Explantes Cocultivados) *100 
 
A análise de segregação revelou que o transgene estava segregando em 
proporção Mendeliana em sete linhagens L1, L3, L4, L5, L7, L8, L10 e que 
apresentaram a taxa de segregação de 3:1, indicando estar presente em um locus 
apenas, dessas, seis linhagens L1, L3, L4, L5, L8 e L10 foram investigadas até a 





estão envolvidos no controle dessa característica. Entretanto as linhagens L6 e L9 não 
apresentaram segregação Mendeliana (Tabela 3). 
Tabela 4. Análise da segregação de 10 linhagens da geração T1. 
Linhagens Positive Negative Teste de segregação  X2 P** 
L1 5 2 3:1 0.11 0.83 
L2 18 2 15:1 0.13 0.48 
L3 10 4 3:1 0.09 0.76 
L4 6 3 3:1 0.25 0.56 
L5 8 2 3:1 0.40 0.72 
L6 7 10 3:1 2.00 0.00 
L7 5 1 3:1 0.66 0.64 
L8 12 2 3:1 0.64 0.21 
L9 4 9 3:1 0.12 0.00 
L10 7 5 3:1 1.40 0.18 
** Dados baseados em análises de PCR para detecção de Δcyp51.  
**P, probabilidade que os valores observados reflitam a segregação esperada de 3:1 
ou 15:1. 
 
6.2. Bioensaios de soja inoculadas com esporos de Fusarium 
 
As seis linhagens com padrão de segregação Mendeliano que foram analisadas 
até a geração T3 foram usadas para os bioensaios de inoculação de sementes com 
esporos de Fusarium oxysporum e Fusarium graminearum, e após a análise de 
variância (ANOVA) foi confirmada a diferença significativa (P≤0.05) entre as quatro 
variáveis avaliadas - Germinação, altura da planta, nível de dano e massa seca - entre 
as linhagens, quando fungo F. oxysporum foi inoculado (Tabela 4). Posteriormente, 
procedeu-se o teste de médias de Duncan com 5% de probabilidade, para separar os 
grupos e ter uma perspectiva mais ampla da melhor ou das melhores linhagens 






Tabela 5. Quadrados médios da análise de variância geral de seis linhagens 
geneticamente modificadas (LGM) de soja e o controle (NGM), inoculadas com F. 
oxysporum. 
F.V. gl Germinação A/planta Nível de dano Massa seca 
da raiz 
Lin. 6 119.048 * 6.404 ** 435.363 ** 0.011 ** 
Error 14 38.905   0.888   108.329   0.003   
C.V.   6.389   12.298   28.14   16.039   
R2   0.629   0.785   0.79   0.692   
* =significativo 0.05 e **= significativo 0.01; F.V=Fonte de Variação; Lin= Linhagens; 
Rep= Repetição; C.V= Coeficiente de Variação; R= R quadrada; gl=Graus de 
liberdade; A/planta=Altura da planta. 
  
De acordo com o teste de Duncan P≤0.05 pode-se verificar que as linhagens 
GM que contêm o gene CYP51 e que foram inoculadas com F. oxysporum tiveram 
uma germinação de 100%, enquanto que no controle NGM apenas 83% das sementes 
germinaram. Da mesma forma, pode-se observar que em relação à altura das plantas, 
as linhagens GM foram superiores ao controle NGM (Figura 3). Para o nível de dano 
foi avaliada em porcentagem, a linhagem 3.22 não apresentou sintomas nos 
cotilédones, hipocótilos e folhas, enquanto no controle os sintomas observados foram 
clareamento das nervuras, com mudança da tonalidade verde para amarelo, seguidos 
de murcha, sementes totalmente infestadas com o fungo e senescência das folhas e 
se observou em menor incidência nas outras linhagens (Figura 4). Por último, na 
massa seca das raízes se encontrou diferença só para as linhagens 4.22 e 2.3, que 
apresentam significativamente estatisticamente maior massa seca quando 
comparadas ao controle NGM (Figura 3).  
No experimento de desafio das linhagens da soja com F. graminearum o 
ANOVA revelou diferença significativa (P≤0.05) na altura da planta, enquanto que 
nas demais variáveis avaliadas não se observou nenhuma diferença estatística 
(Tabela 5). Posteriormente, no teste de Duncan (P≤0.05) para essa variável foi 
observado que as linhagens GM foram superiores ao controle, sobressaindo-se a 
linhagem 3.22 com uma altura de aproximadamente 9 cm comparada ao controle 






Tabela 6. Quadrados médios da análise de variância geral de seis linhagens 
geneticamente modificadas (LGM) de soja e o controle (NGM), inoculadas com F. 
graminearum 
F.V. gl Germinação A/planta Nível de Dano Massa Seca 
da raiz 
Lin. 6 13.762 3.697 ** 31.648 0.005 
Error 14 12.512 0.713 
 
62.929 0.007 
C.V.   3.74 11.114 
 
51.265 17.135 
R2   0.4 0.74   0.231 0.335 
**= significativo 0.01; F.V=Fonte de Variação; Lin= Linhagens; Rep= Repetição; C.V= 







Figura 3. Avaliação de variáveis agronômicas em seis linhagens GM de soja que 
contém o gene CYP51 e um controle NGM, inoculados com o fungo F. oxysporum e 
F. graminearum, respectivamente. Linhagens com a mesma letra não apresentam 







Figura 4. Resposta da resistência das plantas transgênicas de soja inoculadas com 
F. oxysporum: Aos 10 e 15 dias após inoculação (a) transgênicos (b) não transgênicos; 





inoculação; (d) planta não transgênica com sintomas nas folhas (e) raiz de planta 
transgênica 3.22 (f) raiz da planta não transgênica.  
Análises de Northern Blot foram realizadas para detectar os siRNAs em folhas 
e raízes de plantas transgênicas e não transgênicas (Controle). A análise demonstrou 
a presença de bandas de siRNAs do tamanho esperado nas linhagens GM 1.5, 9.5 
3.22, 4.22, 1.3, 2.3. Nenhum sinal detectável foi observado na linhagem controle NGM 
(Figura 5c), e a maior presença de siRNA foi quantificado na linhagem 3.22 
principalmente nas folhas (Figura 5d). Estes resultados mostram uma correlação 
positiva entre a presença de siRNA detectável e a redução da severidade da doença 
de F. oxysporum nas plântulas da LGM de soja avaliadas aos 15 dias após a 
semeadura, principalmente da linhagem 3.22; também para o fungo de S. sclerotiorum 
que foi inoculado nas folhas destacadas das plantas, onde uma área menor de lesão 
foi observada nas plantas transgênicas, em comparação com o controle (planta não 






Figura 5. Engenharia Genética de soja para expressar dsRNA para silenciar o gene 
de Fusarium CYP51. (a) Diagrama representando do vetor (pFoCYP51AHAS) 
utilizado para transformar plantas de soja. Que contém um fragmento do gene CYP51 
de 502 pb de F. oxysporum que foi clonado na direção senso e anti-senso, 
flanqueando o intron do gene de Flaveria trinervia pdk, sob o controle do promotor de 
actin 2 de A. thaliana (AtACT2pro) para a construção do cassete intron-hairpin RNAi 
(ΔCYP51). O vetor pFoCYP51AHAS também contém o gene A. thaliana ahas mutante 
(AtAHAS), sob o controle do promotor 35SCaMV (35Spro), que confere tolerância às 
imidazolinonas, usado como seleção. nos3': terminador do gene nopaline synthase de 
A. tumefaciens; 35St: Terminador do RNA do vírus do mosaico da couve-flor; LB: 





primers CYP51F e CYP51R confirmou a presença do cassete ΔCYP51 (seta) em seis 
linhagens transgênicas. (c) Análise de Northern blot usando a sonda CYP51 
(fragmento amplificado por PCR) para detecção do siRNA correspondente ΔCYP51. 
(d) Quantificação relativa do siRNA nas seis linhas transgênicas. O Controle é uma 
planta não-transgênica (NGM). 
 
O ensaio histoquímico revelou a presença dos fungos nas folhas das plantas 
controle (LNGM) para os dois fungos avaliados, já que apresentaram a coloração azul 
(Figura 6), enquanto que nas plantas transgênicas somente o fungo foi observado no 
pecíolo das folhas (Figuras 6b, 6d e 6e) para ambos os fungos, e não foi observada a 
presença dos fungos nas folhas das plantas transgênicas (Figura 6a e 6c). 
 
Figura 6. Ensaio histoquímico das plantas que foram inoculadas com os fungos 
Fusarium spp.: a, b folhas e pecíolos de plantas transgênicas inoculadas com F. 
oxysporum e controle (folha de planta não transgênica); c, d, e, folhas e pecíolos de 
plantas transgênicas inoculadas com o fungo F. graminearum e controle (planta não 
transgênica).  
 
6.3. Bioensaio em folhas destacadas 
 
O bioensaio feito com as LGM da geração T3 inoculadas nas folhas destacadas 
com Sclerotinia sclerotiorum a fim de demonstrar o efeito do silenciamento gerado 
pela planta no fungo, mostrou que algumas das linhagens apresentaram uma maior 
tolerância à colonização pelo fungo.  
De acordo com as análises de variância geral (ANOVA) foram observadas 





linhagem não transgênica ou controle (P≤0.01) após a inoculação das folhas, nos 
períodos avaliados de 48 e 72 horas (Tabela 6). De acordo com a prova de médias 
Duncan, a 5% de probabilidade, observou-se o menor diâmetro das lesões em todas 
as linhagens GM, em comparação com o controle nos dois períodos de avaliação 
(Figuras 7a e 7b). A área infectada às 72 h após a inoculação do fungo variou em 
média de 0,8 cm2 a 4,8 cm2 nas linhagens transgênicas, enquanto que no controle 
(plantas não transgênicas) a área infectada foi em média de 8,08 cm2 (Figura 4c). 
 
Tabela 7. Quadrados médios da análise de variância geral de seis linhagens 
transgênicas (LGM) e um controle (LNGM) inoculadas com o fungo Sclerotinia 
Sclerotiorum pelo método de folha destacada 
F.V gl 48 h   72h   
Linhagens 6 1161.925 ** 1199.020 ** 
Error  56 0.946  8.046  
C.V  22.768  33.059  
   0.483   0.492  
**= significativo 0.01; F.V=Fonte de Variação; C.V= Coeficiente de Variação; R2= R 
quadrada; gl=Graus de liberdade; 48 h= avaliação após 48 horas após inoculação; 
72= avaliação após 72 horas após inoculação. 
 
A linhagem GM que apresentou o menor dano foi a 3.22, sendo 7 vezes menor 
quando comparado com o dano do controle; seguida das linhagens 1.5, 2.3 e 1.3, que 
apresentaram dano pelo menos três vezes menor em comparação com o controle não 









Figura 7. Inoculação de folhas destacadas de linhagens GM de soja e um controle 
(LNGM) com o fungo de Sclerotinia sclerotiorum: a e b) Detalhe das linhagens GM à 
resposta ao crescimento do micélio após 48 h e 72 h comparada à planta controle, 
demonstrando que a área lesionada foi menor nas linhagens transgênicas em 
comparação com o controle as 72 h; c) Avaliação da área de lesão em dois tempos 
48 e 72 h de seis linhagens GM de soja e um controle; linhagens com a mesma letra 
não presentam diferenças significativas, Duncan 5%.   
 
A similaridade do fragmento do gene de CYP51 usado do fungo de F. 
oxysporum apresenta uma identidade de 70% com o gene CYP51 do fungo de S. 
sclerotiorum. Devido a essa identidade, quando as folhas de soja GM foram 
inoculadas com o fungo S. sclerotiorum, elas também apresentaram resistência ao 




De acordo com a correlação das variáveis avaliadas foi observado que a 
germinação das plantas está correlacionada positivamente, já que foi estatisticamente 
significativa P≤0.01, isto indica que sim, o potencial de germinação das sementes é 
prejudicado pelo fungo, por conseguinte afeta a altura da planta. Nessas análises 
também foram observadas correlações negativas significativas entre germinação e o 
nível de dano, altura da planta e a doença, essas variáveis indicam que se a 
germinação das sementes é uniforme, a doença diminui, e o mesmo acontece com a 
altura das plantas, também observou-se correlação positiva entre germinação e 
massa seca ao nível de 5% (Tabela 7) e de acordo com esse resultado indica que a 
germinação influencia no conteúdo de massa seca das raízes da planta.  
A correlação do siRNA contido nas folhas e raízes, em relação aos níveis de 
danos nas plantas, foi observado que quanto maior o teor de siRNA, menor o nível de 







Tabela 8. Correlação Pearson de quatro variáveis agronômicas avaliadas em 
linhagens geneticamente modificadas (LGM) de soja inoculadas com o fungo 
Fusarium oxysporum. 
  Germinação Altura/planta Nível de dano P/seco 
Germinação 1 0.66542 ** -0.55831 ** 0.47291 * 
Altura/planta   1  -0.65532 ** 0.18187   
Nível de dano       1  -0.23037   
P/seco           1   
*= significativo 0.05 e ** significativo 0.01; P/seco= Peso seco 
 
 
Figura 8. Correlação entre as quantidades de siRNA nas raízes (a) e folhas (b) e a 
severidade dos sintomas induzidos pelo Fusarium oxysporum nas seis linhagens 
modificadas (LGM) de soja. Correlações de Pearson r= -0,89 (p<0,006) e r=-0,83 
(p<0,019), respectivamente. Área cinza = 95% limites de confiança; linhas traçadas = 
95% limites de previsão. 
 
Na figura 9, representa a dispersão da interação das seis linhagens 
transgênicas e o controle com os fungos de F. oxysporum, F. graminearum e S. 
sclerotiorum que foram inoculados, com uma valoração de 98,93% da variação total 
do nível de dano. Assim, as linhagens transgênicas 3.22, 2.3, e 1.5 foram as que não 
tiveram interação com os três fungos supramencionados, e o controle (NGM) 
interatuou com os fungos F. oxysporum e S. sclerotiorum, e as linhagens transgênicas 
1.3 e 9.5, tiveram mais afinidade com o fungo do F. graminearum apesar que não foi 






Figura 9. Interação das linhagens com os três fungos, em relação ao nível de danos 




















Desde a elucidação do mecanismo de RNAi, há aproximadamente duas 
décadas, as evidências se acumularam para indicar um papel do RNA na defesa das 
plantas. A imunidade mediada por RNA foi inicialmente melhor compreendida na 
defesa antiviral (Baulcombe, 2004; Ding, 2010). As plantas infectadas por vírus 
adquirem imunidade produzindo siRNAs derivados de sequências gênicas dos 
próprios vírus, dependentes de Dicer Like que guiam as proteínas AGO a RNAs virais, 
e assim ajudam a deter a infecção (Guo et al., 2019). Entretanto, só recentemente foi 
estabelecido um papel para os siRNAs na defesa das plantas durante infecções por 
patógenos celulares, especialmente patógenos eucarióticos, incluindo fungos e 
Omicetos. 
O gênero Fusarium causa várias doenças na soja, provocando graves perdas 
de produtividade. As espécies patogênicas de Fusarium podem causar murchamento 
da planta, síndrome de morte súbita, assim como doenças na semente, e morte das 
plântulas e apodrecimento das raízes, resultando em plantações mal estabelecidas, 
emergência tardia e plantas com crescimento atrofiado (Brar et al., 2011, Pudake et 
al., 2013, Hartman et al., 2015b, Zhang et al., 2019). O manejo das doenças causadas 
por Fusarium envolve o uso de sementes de alta qualidade, tratadas com fungicidas, 
tempo correto de plantio e melhores condições de solo, com práticas de drenagem e 
de plantio direto. Entretanto, essas intervenções são limitadas, caras e associadas a 
problemas ambientais. Consequentemente, a resistência do hospedeiro proporciona 
uma abordagem mais conveniente e econômica (Ellis et al., 2011; Wegulo et al., 2015; 
Hollomon, 2017; Machado et al., 2018). 
Os avanços nas tecnologias de engenharia genética e a compreensão da 
natureza nos mecanismos de proteção das plantas proporcionaram um meio para o 
desenvolvimento de novas estratégias para o controle de doenças das plantas, em 
associação com abordagens básicas de manejo. Como uma prova de conceito 
relatamos que a expressão do dsRNA (estratégia RNAi), correspondente a um gene 
fúngico vital, em plantas geneticamente modificadas poderia prejudicar a expressão 
do gene fúngico no patógeno que interage com os tecidos vegetais (Tinoco et al., 
2010). Desde então, evidências crescentes indicam que a tecnologia RNAi pode ser 





Panwar et al., 2016; Wang e Dean, 2020). Esta tecnologia demonstrou ser eficaz em 
vários patógenos fúngicos, incluindo Puccinia striiformis f. sp. (Yin et al., 2018, Zhang 
et al., 2012), Blumeria graminis (Nowara et al., 2010, Pliego et al., 2013), P. triticina 
(Panwar et al, 2013), F. oxysporum f. sp. cubense (Ghag et al., 2014), Sclerotinia 
sclerotiorum (Andrade et al., 2015), Bremia lactucae (Govindarajulu et al., 2015), 
Botrytis cinerea (Wang et al., 2016) e F. culmorum (Chen et al., 2016).  
Demonstrou-se que a introdução de um cassete intron-hairpin para silenciar o 
gene Fusarium CYP51 (ΔCYP51) em soja gerou linhagens resistentes tanto a F. 
oxysporum quanto a F. graminearum. De seis linhas transgênicas de soja testadas 
para resistência ao F. oxysporum, três linhas (3.22, 1.5, e 4.22) apresentaram 
sintomas leves ou nenhum sintoma nas folhas e raízes. A linhagem transgênica 3.22 
foi classificada como 1 na escala de severidade da doença. A análise de Northern blot 
revelou que essas linhagens apresentavam maiores quantidades de siRNA nas folhas 
e raízes. Foi observada uma correlação negativa entre as quantidades de siRNA tanto 
nas folhas e nas raízes versus a severidade dos sintomas, que parece ser significativa, 
levando em consideração a variação do complexo natural na expressão dos 
transgênicos o que indica que pode sugerir uma associação entre a expressão 
ΔCYP51 e a resistência. Foi demonstrado que as construções gênicas que codificam 
um RNA de dupla fita, decorrente da expressão de um gene quimérico correspondente 
a uma estrutura na forma de grampo podem induzir eficazmente o silenciamento 
gênico (90 a 100%) (Smith et al., 2000, Wesley et al., 2001, Nunes et al., 2006, Bonfim 
et al., 2007; Andrade et al., 2015; Shapulatov et al., 2018). Foi encontrada uma 
correlação positiva entre a presença de siRNA detectável e a redução da 
agressividade da doença nas folhas de tabaco, transformadas para resistência ao S. 
sclerotiorum (Andrade et al., 2015). Além disso, um estudo envolvendo folhas de 
plantas de Festuca arundinacea relatou que o siRNA foi observado em plantas 
resistentes à mancha marrom que é causada pela Rhizoctonia solani (Zhuo et al., 
2016). Outro estudo confirmou que a expressão de siRNA derivado do gene Pst, 
envolvido com a patogenicidade do fungo Puccinia striiformis f. sp. tritici foi eficaz no 
controle da doença da ferrugem no trigo (Zhu et al., 2017). A resistência a outras 
espécies de Fusarium foi obtida por estratégias HIGS para silenciar o gene CYP51. A 
resistência ao F. graminearum foi obtida em cevada geneticamente modificada e A. 





A análise do siRNA revelou uma variação dos níveis de expressão em distintas 
linhagens transgênicas com uma correlação entre expressão nas raízes e folhas, 
exceto para a linha 1.5, que foi expressa mais nas raízes do que nas folhas e linhagem 
9.5, que foi expressa mais fortemente nas folhas do que nas raízes. A integração de 
um gene estranho no genoma é um processo aleatório, e estudos têm mostrado 
evidências de que a estrutura da cromatina que envolve os loci de integração 
transgênica tem um forte efeito em seu nível de expressão (para uma revisão ver Kohli 
et al., 2006). 
Quando linhagens geneticamente modificadas foram desafiadas contra F. 
graminearum não foram observadas diferenças na gravidade da doença, com base 
nos sintomas observados nas partes aéreas das plantas, nem no desenvolvimento 
radicular, provavelmente devido à interação hospedeiro-patógeno (soja cv BRS7980 
vs. fungo isolado). Entretanto, foi observada uma influência notável da expressão de 
ΔCYP51 na altura da planta. Foi demonstrado que a maioria dos isolados de F. 
graminearum são patogênicos para a soja; entretanto, apenas alguns causaram uma 
diminuição significativa no desenvolvimento de germinação (Xue et al., 2007, Barros 
et al., 2014). O mecanismo de tolerância natural da soja a Fusarium é desconhecido, 
mas pode estar relacionado à sensibilidade às micotoxinas, que parece ser diferente 
dependendo do tecido, explicando como o fungo afeta preferencialmente um órgão 
específico da planta. Foi relatado que loci separados poderiam controlar a resistência 
da soja em folhas e raízes (Kazi et al., 2008). Raízes do cv BRS7980 poderiam 
apresentar alguma tolerância ao F. graminearum, que ainda poderia infectar tecidos e 
produzir toxinas que se translocam para afetar o desenvolvimento do caule e a altura 
da planta.  
Embora os resultados aqui apresentados sejam provenientes de avaliações em 
casa vegetação, há evidências que indicam uma relação na gravidade dos sintomas 
foliares entre os resultados de campo e de casa vegetação (Stephens et al., 1993; 
Wrather, 2001; Hashmi et al., 2005; Navi e Yang, 2008). 
Outro fungo que afeta centenas de espécies vegetais é Sclerotinia. 
sclerotiorum, um patógeno pertencente à família Sclerotiniaceae, Ascomycete 
(Kabbage et al., 2015; Navaud et al., 2018). S. sclerotiorum está amplamente disperso 
pelo mundo e representa uma ameaça significativa à produção agrícola (Derbyshire e 





trabalho apresenta 70% de identidade com CYP51 de S. sclerotiorum. Por 
conseguinte, as linhagens de soja GM foram também desafiadas contra S. 
sclerotiorum, obtendo-se menor área de lesões de infecção em seis linhagens GM 
quando estas foram comparadas com o controle.  As linhagens GM tiveram uma 
redução na área de infeção de 41 a 90% após 72 h, onde se pode ver a expressão 
significativa do ΔCYP51, principalmente na linha 3.22 que teve a menor área de lesão 
de 0,781 cm2. Andrade et al. (2015) também utilizaram o RNAi para reduzir a virulência 
do S. sclerotiorum em plantas de tabaco, com a seleção do gene estrutural, chitin 
synthase (Chs), onde observaram em cinco linhagens geneticamente modificadas a 
redução na severidade da doença 72 horas após a inoculação com o fungo, variando 
de 55% a 87% quando comparadas às linhagens não transgênicas. 
Outro trabalho reportado em plantas transgênicas de A. thaliana e cevada 
(Hordeum vulgare L.) com expressão de hpRNAs para os genes CYP51 de Fusarium 
que não mostraram crescimento fúngico no local da inoculação (Koch et al.,2013). Em 
banana (Musa sp.), o silenciamento mediado por RNAi do Fusarium oxysporum f. sp. 
cubense velvet e genes de fator de transcrição 1, mostrou falta de infecções externas 
e internas nas linhas transgênicas em um bioensaio de casa vegetação (pós-
inoculação) com duração de seis semanas. Foi observada uma resistência 
significativa (redução de 70-85% nos sintomas da doença) contra o F. oxysporum nas 
plantas GM aos 8 meses pós-inoculação (Ghag et al., 2014). Em A. thaliana 
silenciaram três genes FOW2, FRP1 e OPR, posteriormente foram inoculadas com o 
fungo de F. oxysporum, as taxas de sobrevivência após a infecção fúngica foram 
maiores nas linhagens transgênicas FOW2 25%, FRP1 30-50% e OPR 45-70%, em 
comparação com as plantas controle, que teve uma sobrevivência de 10% (Hu et al., 
2015). 
Em outro estudo conduzido por Chen et al. (2016), em plantas de trigo 
transgênicas estáveis com uma construção do tipo intro-hairpin para silenciar o gene 
fcGls1 de F. culmorum, mostraram maior resistência de (∼50-75% de redução nos 
sintomas da doença) os ensaios de inoculação de folha e espiga foram feitos em casa 
de vegetação e em condições próximas ao campo, respectivamente. Zhangh et al. 
2016, relataram que RNAi foi efetivo contra o gene Verticillium dahliae usando-se 
como gene alvo hygrophobin1 (VdH1) para reduzir os sintomas da doença em 50-75% 





doenças nas linhas de algodão transgênico positivamente correlacionadas com a 
presença de siRNAs específicos de VdH1 e expressão reduzida do gene alvo, como 





























Neste trabalho, foi demonstrada a importância do uso de ferramentas 
moleculares para gerar plantas geneticamente modificadas, principalmente o papel 
desempenhado pelo RNAi para silenciar os genes fúngicos que causam danos a 
culturas importantes como a soja. 
 
Fusarium spp. causam graves problemas de doenças em várias culturas em 
todo o mundo, tais como tomate, feijão, batata, trigo e banana. No presente trabalho, 
foi demonstrado que HIGS pode ser uma estratégia eficaz para engenheira resistência 
a F. oxysporum e F. graminearum em soja e poderia ser estendida para alcançar 
resistência a Fusarium spp em outras espécies vegetais. 
 
Neste trabalho também foi demonstrado que um gene endógeno do fungo 
necrotrófico bastante agressivo, S. sclerotiorum, pode ser parcialmente controlado 























9. Considerações finais e perspectivas 
 
Em um trabalho futuro seria interessante avaliar as linhagens, em maior escala 
a campo, principalmente a linhagens 3.22 já que demostrou ser a mais resistente aos 
fungos de F. oxysporum e S. sclerotinia. Questões relevantes como efeito sobre 
organismos não-alvo (off-target) devem ser considerados, uma vez que várias 
espécies fúngicas, incluindo endofíticos, são de grande relevância para o ciclo de vida 
das plantas (desenvolvimento, tolerância a estresses etc.).  
Avaliar a linhagens 3.22 contra outros fungos mais agressivos tais como F.  
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